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ABSTRACT 
 
We evaluated in human monocytes the effect of high doses of alfentanyl on the 
expression of vimentin filaments, the phagocytic activity and the membrane display of 
HLA-DR molecules in the subjects undergoing surgery.  
 
The study was performed on 30 patients, ASAI-II. The patients received 100 mcg/kg 
i.v. of Alfentanil and the maintenance of anaesthesia was made with Alfentanil (2-3 
mcg/kg/min.). The patients were randomized in two groups. The patients were 
ventilated with N2O:O2 (1:1) (Group I) or air: O2 (1:1) (Group II). After surgery, all 
patients of the Group II received Naloxone (0.2-0.4 mg).  
 
Central venous blood samples were obtained before induction, one and two hours after 
induction of anaesthesia and at the end of surgery.  
 
Separation of monocytes was performed according to Boyum technique. CD35 and 
HLA-DR molecules and vimentin filaments were studied by indirect 
immunofluorescence method using monoclonal antibodies. Percentage of positive cells 
were read with a cytofluorometer. The phagocytic function of monocytes was 
determined by ingestion of latex particles. Cortisol and ACTH plasma levels were 
determined by RIA.  
 
High doses of Alfentanyl depress phagocytic function and membrane display of CD35 
and HLA-DR molecules in monocyte and induce marked changes in the organization of 
vimentin filaments in these cells in patients undergoing surgery. This monocytic 
depression was more marked in the patients ventilated with N2O. In our results there 
was uninhibition of ACTH and cortisol plasma levels responses to surgical stress by 
Alfentanil administration. Since the effects of Alfentanil were reversed by Naloxone, an 
opioid receptor mechanism seems to mediate these events. 
  
 
 
INTRODUCCIÓN 
 
La infección en el período postoperatorio constituye una de las principales causas de 
morbilidad y mortalidad. Diversos autores (1, 2 y 3) han comprobado que tanto la 
morbilidad como la mortalidad pueden guardar una correlación directa con la alteración 
inmunitaria provocada por los agentes anestésicos utilizados y/o el estrés quirúrgico. 
 
La mayor parte de los trabajos han sido dirigidos al estudio de la función linfocítica (4 y 
5) y más escasos han sido los estudios concernientes al sistema mononuclear fagocítico 
(S.M.F.). 
 
Hole y col. (3, 6 y 7) han comprobado en el per y postoperatorio inmediato de pacientes 
bajo anestesia general una marcada depresión de la citolisis de los monocitos, así como 
una disminución de la incorporación de timidina por linfocitos estimulados. Igualmente 
dichos autores observan también como la anestesia epidural bloquea dichos efectos 
inmumosupresores. De estos hallazgos deducen que los factores que pueden inducir una 
inmunodepresión bajo anestesia general pueden estar ligados a la exacerbada respuesta 
neuroendocrina desencadenada durante el acto quirúrgico. 
 
El sistema mononuclear fagocítico desempeña un papel relevante en la activación de la 
respuesta inmune al ser el encargado de la presentación del antígeno a los linfocitos T 
colaboradores (8 y 9). 
 
En el citoplasma de los monocitos y macrófagos se han identificado unos filamentos 
intermedios compuestos de monómeros de vimentina. Estos filamentos se extienden 
desde la región yuxtanuclear a la superficie celular, estableciendo un nexo de unión 
entre las dos membranas (10 y 11) y pueden jugar un papel relevante en la motilidad 
celular y en la organización de los procesos de membrana celular (12). 
 
La acción depresora de los morfínicos sobre el sistema inmune ha sido descrita por 
diversos autores (13 y 14). Especial énfasis ha sido hecho en la depresión de las 
funciones linfocíticas y fagocíticas desde el descubrimiento de la existencia de 
receptores específicos de los morfínicos en la membrana de los linfocitos (15) y 
fagocitos mononucleares (16). 
 
Por otro lado, diversos autores (17 y 18) han sugerido que los péptidos opioides 
endógenos liberados durante el estrés quirúrgico pueden ser los responsables de la 
inmunosupresión observada durante la cirugía. 
 
El objetivo principal de nuestro estudio fue analizar el efecto de una técnica anestésica 
empleando altas dosis de alfentanil sobre diferentes parámetros del sistema monocito-
macrófago y su relación con el eje hipofisis-corticosuprarrenal. También valoraremos la 
acción de la naloxona sobre los mismos parámetros inmunológicos. 
 
Dentro de este estudio hemos intentado evaluar la posible incidencia del protóxido de 
nitrógeno sobre los citados parámetros, basados en que este gas es componente común 
en la anestesia general. 
 
 
 
MATERIAL Y MÉTODOS 
 
El estudio se realizó en 30 pacientes, ASA I-II, sometidos a cirugía general, ortopédica 
o ginecológica electiva, cuya edad media fue de 38,2 años, peso 66,2 kg, talla 163 m. 
Todos los pacientes dieron el consentimiento verbal para participar en el estudio. 
 
Fueron excluidos del estudio los pacientes menores de 18 o mayores de 65 años, las 
mujeres gestantes, los pacientes con antecedentes alérgicos o cualquier otra alteración 
inmunológica, los pacientes tratados previamente con inmunosupresores y los pacientes 
que requirieron transfusión sanguínea peroperatoria. 
 
 
 
TÉCNICA ANESTÉSICA 
 
Todos los pacientes fueron premeditados con Bromacepan 6-9 mgr per os, la noche 
previa a la intervención. 
 
Los pacientes se dividieron en dos grupos en función de la administración o no de 
protóxido de nitrógeno (Grupo I y II respectivamente). 
 
En la inducción anestésica se administró tiopental sódico al 2,5% (2-3 mg/kg), bromuro 
de pancuronio (0,1 mg/kg) y alfentanil (100 mcg/kg) en una perfusión de 250 ml de 
suero salino 0,15 N durante 8-10 minutos. Una vez realizada la intubación ortraqueal, 
los pacientes fueron ventilados artificialmente. 
 
Durante el peroperatorio, en el Grupo I se instauró una perfusión de alfentanil de 1-2 
mcg/kg/min y los pacientes fueron ventilados con una mezcla de N2 O/O2 al 50% a la 
que se adicionó isofluorane 0,5-1%. 
 
En el Grupo II, la perfusión de alfentanil fue de 2-3 mcg/kg/min y no se administró 
protóxido de nitrógeno. La perfusión de alfentanil fue interrumpida unos 20 minutos 
previos a la finalización de la intervención. 
 
A todos los pacientes del Grupo II se les administró naloxona 0,2-0,4 mg al finalizar la 
intervención para revertir el efecto morfínico. 
 
Obtención de las muestras sanguíneas. Las muestras se obtuvieron de sangre venosa 
central en cuatro momentos diferentes: en condiciones basales, previamente a la 
inducción anestésica, a los 60 y 120 minutos de la inducción de la anestesia y al 
finalizar la intervención quirúrgica. 
 
Preparaciones purificadas de monocitos. Los monocitos fueron purificados a partir de 
sangre venosa recogida en tubos que contenían EDTA Na2 al 14% a los que se añadió 9 
ml de sangre. El aislamiento de los monocitos se realizó mediante la técnica de Boyum 
(19) empleando la solución Nycodenz-monocitos. Para la cuantificación se toman 10 
mcl de la suspensión y se resuspenden en 0.2 ml de Turk, realizándose el contaje en 
cámara de Neubauer mediante microscopía de luz. Los resultados con esta técnica 
revelan una pureza superior al 90%, recogiéndose aproximadamente el 60% de los 
monocitos totales. La viabilidad es superior al 90%. 
 
Inmunofluorescencia indirecta de receptores de membrana. Una suspensión de 500 mcl 
de monocitos ajustados a 1 x 106/ml de monocitos fueron incubados con 10 mcl de 
anticuerpos monoclonales antiHLA tipo II y anti CD 35, respectivamente, durante 30 
minutos a 4° C. Después de lavar con PBS, se les añade 20 mcl de inmunoglobina (IgG) 
de cabra anti-ratón marcada con isotiocianato de fluoresceina (FITC) diluida a 1/40, 
incubándose otros 30 minutos a 4° C. Se resuspende el pellet en 0,5 ml de formaldehido 
al 1% en PBS sin Ca
2+
 ni Mg
2+
. 
 
Inmunofluorescencia indirecta de los filamentos de vimentina. Se procede primero a la 
permeabilización de la membrana celular. 1 x 10
6
 monocitos se incuban durante 10 
minutos a temperatura ambiente, con formaldehido al 1% en CI Na 0,9%. Lavar dos 
veces con CI Na 0,9%, añadir 1 ml de la solución de acetona al 50% en solución salina 
0,9%, depositándolo 4 minutos en el congelador a -20° C. Una vez concluida la 
incubación se lavan dos veces con CI Na 0,9%. La muestra estudio se incuba durante 30 
minutos a temperatura ambiente con 10 mcl de anticuerpo de ratón anti-vementina 
humana. Se lavan dos veces con PBS sin Ca
2+
 ni Mg
2+
 y el pellet se resuspende en 20 
mcl de anti-cuerpo de cabra anti-Ig G de ratón marcado con isotiocianato de 
fluoresceína, incubándose durante 30 minutos a 4° C. Por último, se lavan los 
monocitos con PBS sin Ca
2+
 ni Mg
2+
 y se resuspenden en 0,5 m de formaldehido al 1% 
en CI Na 0,9%. 
 
Análisis de la expresión de receptores de membrana y filamentos de vimentina mediante 
citometría de flujo. La lectura de las células positivas, tanto de los ensayos de moléculas 
de superficie como de los filamentos de vimentina, se realizó con un citofluorógrafo o 
citómetro de flujo, EPICS PROFILE ANALYSER (Coulter Corporation Hialeah. 
Florida, USA). 
 
Ensayos de la función fagocítica. A 1 x 10
6
 monocitos/ml se le añaden 1 x 10
6
 partículas 
de látex (100 mcl de una solución al 1/50 de Bacto Latex Difco 0,22 mc) resuspendidos 
en CI Na 0,9% y 100 mcl de RPMI. Incubar durante 18 horas en estufa a 37° C con 5% 
de CO2 y vapor de agua saturado. A continuación, se centrifuga a 1100 r.p.m. durante 5 
minutos. Se recoge el pellet y se deposita 10-20 mcl en un porta, donde se fija la 
preparación con ácido acético (25%) más metanol (75%) durante 3 minutos. Una vez 
seca se tiñe con Giemsa durante 15 minutos. En este momento se procede a la lectura 
con microscopio de luz. El porcentaje de monocitos que captan partículas de látex fue 
utilizado como índice de fagocitosis. 
 
Determinaciones biológicas: ACTH y Cortisol plasmático. Los niveles plasmáticos de 
ACTH y cortisol se determinaron mediante radioinmunoensayo. 
 
Estudios Estadísticos. El análisis estadístico se realizó con el programa StatView de 
Brain Power Inc. El análisis de los valores de cada grupo se realizó con la prueba t de 
Student con datos pareados. La comparación de los datos intergrupo se determinó 
mediante el análisis de la varianza con la prueba de Fisher. 
 
 
 
RESULTADOS 
 
En condiciones basales, los valores medios de expresión de receptores de membrana, 
filamentos de vimentina e índice de fagocitosis de partículas de látex, de los dos grupos 
de estudio, no reflejaron diferencia significativa (Tabla 1). 
 
En el grupo de pacientes que recibieron una anestesia analgésica con alfentanil y N2O 
(Grupo I) se apreció, en la primera y segunda muestra del peroperatorio, una 
disminución superior al 50% (p<0.01) de la expresión de los antígenos de membrana 
para C3b y HLA-DR, de los filamentos de vimentina y del índice de fagocitosis de 
partículas de látex. En la muestra obtenida al finalizar la intervención quirúrgica, 
aunque los valores medios de los cuatro parámetros aumentan ligeramente, la 
probabilidad con relación a los controles basales fue inferior a 0,01. 
Durante el peroperatorio, los niveles plasmáticos de cortisol y ACTH también 
registraron un descenso significativo respecto a los valores basales. En el postoperatorio 
inmediato, dichos niveles alcanzaron valores superiores a los basales (Tabla 2). 
 
En los pacientes del grupo II, que recibieron solo altas dosis de alfentanil sin protóxido 
de nitrógeno, también se comprobó durante el peroperatorio un descenso significativo 
(p < de 0,01) de los parámetros inmunológicos estudiados. Al finalizar la intervención y 
después de la administración de naloxona se observó una revisión de estos parámetros; 
aunque esta reversión no alcanzó los niveles basales, la diferencia no fue significativa 
con dichos valores. La expresión de los filamentos de vimentina permaneció 
ligeramente más descendido (Tabla 1). 
 
En el mismo grupo, los valores medios de cortisol y ACTH también disminuyeron 
durante el peroperatorio, siendo más pronunciado y significativo este descenso en el 
control de la segunda hora post inducción. Este perfil evolutivo fue paralelo al de los 
valores monocitarios. Al finalizar la intervención y después de la administración de 
naloxona, las cifras de cortisol y ACTH experimentaron un incremento significativo 
(Tabla 2). 
  
Al comparar los dos grupos de estudio, los valores medios de expresión de receptores de 
membrana, filamentos de vimentina e índice de fagocitosis del grupo de pacientes que 
recibieron una anestesia con altas dosis de alfentanil asociado al protóxido de nitrógeno 
(Grupo I), mostraron un descenso más pronunciado y significativo (p<0,01) que los 
valores del Grupo II. Estas diferencias también se registraron en el postoperatorio 
inmediato (Figura 1). 
 
 
 
DISCUSIÓN 
 
Los resultados de nuestro estudio revelan marcadas modificaciones de las funciones del 
SMF con el empleo de altas dosis de morfínicos y más aún asociadas al protóxido de 
nitrógeno. 
 
En el grupo de pacientes (G.I) en que se administró alfentanil a dosis altas y que fueron 
ventilados con oxígeno y protóxido de nitrógeno al 50%, tanto el índice de fegocitosis, 
como la expresión de moléculas de membrana (CD35 y HLA-DR) y de vimentina 
disminuyeron significativamente. Este descenso fue superior al 50% en los controles 
efectuados en la 1ª y 2ª hora del peroperatorio en los pacientes. 
 
En el grupo (G.II) en el que se administró solo alfentanil sin protóxido de nitrógeno y 
los pacientes fueron ventilados con oxígeno y aire, la depresión de los parámetros 
citados fue menos acusada. 
 
En un primer análisis de nuestros resultados se descarta que esta inmunodisfunción 
tenga su origen en una hiperactividad simpático-adrenal e hipofisaria, ya que los valores 
plasmáticos peroperatorios de ACTH y cortisol fueron inferiores a los banales. 
 
El bloqueo de la secreción de ACTH nos induce a descartar a otras hormonas liberadas 
durante el estrés cuya secreción también es bloqueada por la utilización de morfínicos 
sintéticos a altas dosis. La administración de 15 mcg/kg de fentanil a pacientes 
intervenidos de cirugía pélvica inhibe la secreción peroperatoria de ACTH, 
betaendorfina, cortisol y hormona del crecimiento (20). 
En el último control del grupo II, en que sólo se administró alfentanil, se observa una 
marcada reversión de los parámetros estudiados. Pensamos que esta reversión sea 
provocada por la administración de naloxona utilizada para revertir los efectos 
depresores respiratorios de los morfínicos. Este hecho ha sido previamente confirmado 
en estudios realizados «in vitro» por Prieto y col., (21 y 22) al comprobar como la 
incubación de monocitos con met-encefalina, eu-encefalina y beta-endorfina motiva una 
importante disminución en el índice de fagocitosis y expresión de vimentina y 
moléculas HLA-DR. Los monocitos también presentan una reducida capacidad para 
generar al anión superóxido cuando son incubados con metadona o morfina (23). En 
ambos casos, estas alteraciones frieron corregidas por el antagonista opioide naloxona. 
 
Por el contrario, en el grupo I, en que no se administró naloxona, solo se apreció una 
moderada reversión de los parámetros de la función monocítica. 
 
La existencia de receptores opiáceos en la superficie de los monocitos (16) hace 
presumir que la marcada disminución de la fagocitosis y expresión de receptores para 
C3b y moléculas HLA-DR provocada por la administración de alfentanil sea mediada a 
través de dichos receptores. 
 
Prieto y col. (22) observan como la administración de naloxona fue sólo capaz de 
bloquear parcialmente los efectos de la beta-endorfina sobre dichos parámetros. Esta 
observación sugiere que este péptido pueda actuar sobre receptores no opioides de los 
monocitos. Apoyan estos hallazgos la comprobación por Hazum y col., (24) de que la 
beta-endorfina actúa también sobre receptores no opiáceos en los linfocitos. 
 
Los morfínicos provocan una disminución de la fagocitosis evaluados por la ingestión 
de partículas látex y cándida albicans junto a la disminución del consumo de oxígeno y 
quimiotactismo de los monocitos (13, 21 y 23). 
 
Nuestros resultados muestran que el alfentanil a altas dosis produce también un 
descenso significativo en la expresión de moléculas HLA-DR y receptores para C3b. 
 
El efecto de los opioides endógenos y opiáceos sintéticos puede depender también de la 
modulación que ejerzan sobre la síntesis o fosforilización de la vimentina. Este proceso 
está sujeto a regulación hormonal (25). 
 
Los filamentos de vimentina establecen conexiones funcionales entre el núcleo y 
membrana del monocito y parece que juegan un papel importante en la integración del 
espacio celular y en el control de los procesos de membrana, así como en la motilidad 
celular (12). Por esto, parece probable que las modificaciones de la fagocitosis y de las 
moléculas HLA-DR y receptores CD35 inducidos por el alfentanil en el monocito 
puedan ser la consecuencia de la acción de dicha sustancia sobre la organización de los 
filamentos de vimentina. 
 
La adición de N2O al 50% a la técnica anestésica analgésica provocó un mayor descenso 
de la expresión de las moléculas de membrana, filamentos de vimentina así como de la 
fagocitosis de partículas de látex por los monocitos. 
 
Los estudios concernientes a evaluar la acción del protóxido de nitrógeno sobre el SMF 
son escasos y contradictorios. Diversos autores no observan modificaciones en el índice 
de fagocitosis o bien sólo comprueba una inhibición mínima de la fagocitosis (26 y 27). 
El N2O produce una menor supresión de la citotoxicidad de las células NK frente a las 
células K562 que el enflurano y el halotano, y la combinación de N2O y enflurano 
ejerce un efecto aditivo de esta supresión (28). 
 
En general, las acciones del óxido nitroso sobre las funciones monocíticas son modestas 
y más bien potencian los efectos de otros agentes anestésicos. Nuestros resultados 
confirman que durante el acto quirúrgico el N2O potencia la acción depresora que el 
alfentanil ejerce sobre la función monocítica. 
 
Bardosi y Tekeres (29) sugieren que el efecto del N2O puede guardar relación con sus 
propiedades fisicoquímicas y farmacocinéticas; y deducen que el N2O puede impedir el 
control que el citoesqueleto ejerce sobre los procesos de membrana y Nunn y O'Morain 
(30) deducen que el N2O puede ser responsable de un descenso de la motilidad de los 
neutrófilos al actuar sobre los microtúbulos. 
 
Aunque algunos estudios (31 y 32) han constatado una disminución de la quimiotaxis y 
de la fagocitosis de los PMN y del quimiotactismo de los monocitos con la 
administración de pentotal, no creemos que a las dosis de 2-3 mg/kg haya podido 
ejercer un efecto depresor sobre los parámetros del S.M.F. Así (3), no se ha podido 
observar un descenso de la lisis de células malignas por los monocitos y de la 
incorporación de timidina por los linfocitos estimulados con PHA a las concentraciones 
séricas estimadas tras una sola dosis de inducción de tiopental. 
 
Estos hechos, unido a la vida media muy corta del tiopental sódico, nos induce a pensar 
que dicho fármaco es improbable que sea el responsable de la inmunodisfunción 
monocítica comprobada en nuestros pacientes. 
 
Desde el punto de vista clínico podemos señalar dos hechos: 
 
a) la disminución de la expresión de antígenos de membrana por el monocito, 
especialmente de moléculas HLA-DR, confiere a los morfínicos un efecto inmuno-
supresor potente. Este efecto puede ser beneficioso cuando los pacientes han sido o van 
a ser sometidos a un trasplante o están bajo tratamiento inmunosupresor, y 
 
b) la utilización de altas dosis de morfínicos al disminuir la expresión de filamentos 
de vimentina e índice de fagocitosis, puede condicionar un incremento de la morbilidad 
postoperatoria al disminuir la motilidad del monocito así como su capacidad 
bactericida. 
 
La acción depresora de los morfínicos sobre el antígeno mayor de histocompatibilidad 
HLA-DR, por su carácter temporal y reversión por la naloxona, no nos permite 
considerarlos como «inmunosupresores» en un sentido clínico. 
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Tabla 1. Valores del porcentaje de monocitos que expresan antígenos C3b, HLA-DR, filamentos de 
vimentina y fagocitosis de partículas de látex, en los diferentes controles, del grupo de pacientes que 
recibieron una anestesia con alfentanil y N2O (ALF+N2O) y una anestesia con alfentanil (ALF). 
 
C3b HLA-DR FAG. LAT. VIMENTIN. 
ALF+N2O ALF ALF+N2O ALF ALF+N2O ALF ALF+N2O ALF 
BASAL X 66,2 70,4 73,8 76,2 67 69,6 72,2 73,2 
 DS 9,9 1,5 7,5 5,8 7 4,1 7 4,3 
1º HORA X 31,3 53,9 32,9 47,3 33,1 42,9 36,6 45,5 
 DS 9,4 7,8 13 12,3 9,8 5,7 11,7 5,9 
2º HORA X 26,9 52,4 28 47,2 31 40 32,3 45 
 DS 7,6 10,4 10,8 12 6,1 8,4 10,1 5,9 
POST OP. X 39,8 65,7 37,7 61,7 41,4 56,2 35,4 56,8 
 DS 13,5 10,5 14,3 15,6 15,5 9,3 10,2 8,5 
 
 
 
 
 
 
Tabla 2. Valores medios y desvíos estandard del cortisol 
(nmol/l) y ACTH (pg/ml) plasmáticos en los pacientes 
anestesiados con alfentanil y N2O (ALF+N2O) y los 
pacientes anestesiados con alfentanil (ALF). 
 
CORTISOL ACTH 
ALF+N2O ALF ALF+N2O ALF 
BASAL X 504 520 30,7 62,7 
 DS 234 237 20,1 48,5 
1º HORA X 350 515 26 41,5 
 DS 146 182 33,6 16 
2º HORA X 319 355 17,6 33,3 
 DS 118 182 12,6 18 
POST OP. X 523 591 43,5 172 
 DS 193 323 29,4 50,1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
